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非常に GC 含量が高い (約 70 %) という特徴を有している。放線菌の中でも一番
良く知られているのは Streptomyces 属放線菌である。Streptomyces 属放線菌は、
抗生物質や農薬・免疫抑制剤・抗寄生虫剤など我々の生活に重要な物質を生産
することで知られている(Demani and Fang. 2000)。一般的に、酵素の異種発現を
行う際は大腸菌が宿主として用いられることが多く、発現ベクターなどの実験








	 供試菌株は、大腸菌Escherichia coli 5種、放線菌 Streptomyces属 1種を用いた。
形質転換は大腸菌においては Sambrook et al (1989) の方法を改良したものを用
い、S. lividans の形質転換は PEG 法 (Kao and Michayluk. 1974) を用いた。構築
した各プラスミドの大腸菌における安定性は以下のようにして評価した。まず、
構築したシャトルベクターを保持した大腸菌の形質転換体を、適当な抗生物質
を含む 2 × YT 培地で 24 時間培養した。この培養液の 1%を適当な抗生物質を含
む 2 × YT 培地に新たに植菌し、さらに 24 時間培養した。この操作を 2 回繰り
返した。3 回の継代培養の後に、集菌した菌体からプラスミドを抽出し、制限酵
素処理後、アガロース電気泳動によりサイズの確認を行った。次に、S. lividans
  4 
における各シャトルベクターの安定性を、大腸菌と同様の方法で試験した。S. 
lividans を用いた安定性試験では、培地に 2 × YT 培地の代わりに YEME 培地を
用いて行った。 
	 新たに構築した 6 つの Streptomyces–E. coli シャトルベクターのうち、3 つにつ
いてレポーター遺伝子の発現の有無を確かめることで、機能性の評価を行った。
今回の実験では、3 つのレポーター遺伝子を用いてシャトルベクターの S. 
lividans 内における異種発現実験を行った。まず、レポーター遺伝子を組み込ん
だシャトルベクターを E. coli を宿主に用いて構築した。次に、構築したプラス
ミドを E. coli から抽出し、S. lividans を形質転換した。S. lividans の形質転換体
は 10 ml の YEME 培地に植菌し、28oC で 120 時間振とう培養器で培養した。培




  今回、大腸菌のプラスミド複製開始起点と 3 つの異なる薬剤耐性遺伝子を組
み込んだ 6 つのシャトルベクターの構築に成功した。次に、シャトルベクター
の大腸菌内における安定性を調べるため、5 つの異なる大腸菌を宿主に用い試験





























   
